异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是治疗恶性血液病及骨髓衰竭性疾病的重要方法，但是找到HLA全相合的同胞供者的概率仅为25%，找到HLA相合的无关供者的概率更低[@b1]，近年单倍体相合供者越来越多地成为替代供者来源。然而单倍体相合造血干细胞移植（haplo-HSCT）的10%\~20%原发性植入失败发生率仍是威胁患者生命的严峻问题[@b2]--[@b3]。在实体器官移植中，HLA不合及受者体内存在的抗供者HLA位点的供者特异性抗体（donor specific antibody，DSA）是植入失败及移植物失功的重要原因[@b4]--[@b5]。新近研究提示，在allo-HSCT中，DSA在造血干细胞的植入中也有重要作用[@b6]--[@b9]。在haplo-HSCT中，DSA阳性患者植入率明显低于DSA阴性患者（61.9%对94.4%），而且DSA抗体强度与植入失败和移植相关死亡呈正相关[@b10]--[@b12]。因此，DSA是haplo-HSCT和不全相合造血干细胞移植选择供者需要考虑的重要因素。本研究总结分析我中心haplo-HSCT患者HLA抗体/DSA检测结果及供者干细胞植入情况，探讨DSA对植入的影响及针对DSA的处理方法。

病例与方法 {#s1}
==========

1．患者资料：2016年6月至2017年5月，我中心拟行haplo-HSCT患者92例，采用以测序为基础的SBT法及IMGT/HLA数据库，使用美国Invitrogen公司HLA基因分型试剂盒，对供患者进行HLA高分辨检测，包括HLA-A、B、C、DRB1、DQB1共10个位点。

2．免疫磁珠液相芯片技术检测HLA抗体：此技术将流式细胞术和免疫荧光标记技术相结合[@b11]，具有高敏感性、高特异性、高通量、快速和准确等优点。以平均荧光强度（MFI）表示抗体表达水平，MFI\<500为阴性，500\~2 000为弱阳性，2 000\~10 000为阳性，\>10 000为强阳性。

3．移植方案：急性髓系白血病（AML）、骨髓增殖性疾病患者预处理方案：白消安（Bu）3.2 mg·kg^−1^·d^−1^×3 d；环磷酰胺（CTX）40 mg·kg^−1^·d^−1^×2 d；氟达拉滨（Flu）30 mg·m^−2^·d^−1^×3 d；阿糖胞苷（Ara-C）2 g·m^−2^·d^−1^×3 d；抗胸腺细胞球蛋白（ATG）2.5 mg·kg^−1^·d^−1^×4 d。急性淋巴细胞白血病（ALL）患者以全身放疗（TBI，总剂量为10 Gy，分3 d）代替Bu。部分患者因心脏贮备功能差，在预处理中去除CTX，Flu总量增至150 mg/m^2^。再生障碍性贫血（AA）患者的预处理方案：CTX总量150 mg/kg，分4 d输入；Flu 30 mg·m^−2^·d^−1^×4 d；ATG 2.5 mg·kg^−1^·d^−1^×5 d。

移植物抗宿主病（GVHD）的预防采用环孢素A+短疗程甲氨蝶呤+霉酚酸酯的方案。根据供受者血型及供者意愿确定干细胞来源（骨髓+外周血造血干细胞、单纯外周血造血干细胞）。

4．供者干细胞植入监测：中性粒细胞植入：ANC\>0.5×10^9^/L持续3 d；血小板植入：脱离血小板输注情况下PLT\>20×10^9^/L连续7 d。+14、+28、+42、+60、+90 d行骨髓穿刺，采用短串联重复法（STR）检测患者骨髓的嵌合率，供者占97%及以上为完全嵌合。供受者性别不合者，同时采用FISH方法检测X/Y染色体比例。

5．统计学处理：采用SPSS 21.0进行数据处理。各组间植入率的比较采用似然比检验；采用Logistic回归分析影响供者细胞植入的相关因素，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者HLA抗体检测结果、干细胞植入情况及相关因素分析：92例患者中，16例（17.4%）在移植前检出群体反应性抗体（PRA）阳性，其中DSA阳性6例（6.5%），非供者特异性抗体（non-DSA）阳性10例。92例患者中，32例行haplo-HSCT，其中DSA阴性26例（PRA阴性25例、non-DSA阳性1例），DSA阳性6例。

26例DSA阴性患者的中位年龄为21（4\~53）岁，其中女性11例（42.3%），原发病：AML 8例，ALL 4例，骨髓增生异常综合征（MDS）5例，AA 5例，慢性髓性白血病（CML）1例，慢性粒-单核细胞白血病（CMML）1例，其他疾病2例。13例（50%）移植时原发病处于缓解状态。供受者关系：子女供父母5例，父母供子女14例，同胞供者7例。干细胞来源：外周血16例，骨髓+外周血10例；输入的单个核细胞中位数为8.65（6.89\~17.20）×10^8^/kg，CD34^+^细胞中位数为3.61（2.02\~11.03）×10^6^/kg。26例DSA阴性患者中，2例患者发生原发性植入失败，24例（92.3%）患者获得供者细胞植入，中性粒细胞植入中位时间为12（10\~22）d；血小板植入的中位时间为17（10\~210）d。6例DSA阳性患者中4例采用常规清髓性预处理进行haplo-HSCT，3例发生原发性植入失败，植入率低于DSA阴性组\[25.0%（1/4）对92.3%（24/26），*χ*^2^=8.433，*P*=0.004\]。多因素分析结果显示，DSA是影响植入的唯一因素\[*OR*=12.0（95% *CI* 1.39\~103.5），*P*=0.024\]，与供受者性别、年龄、HLA相合程度、血型相合程度、疾病状态、干细胞来源、回输干细胞数量等因素无关。

2．DSA阳性患者移植情况：本研究中6例DSA阳性患者的移植情况见[表1](#t01){ref-type="table"}。例1、2、3、4在首次移植中仅采用常规清髓性预处理，只有例3获得供者细胞植入，其余3例患者均发生原发性植入失败。其后进行移植的例5、6的DSA是针对供者HLA-Ⅰ类抗原的抗体，在移植时采用了降低DSA的措施（常规清髓性预处理后及回输供者干细胞之前输入供者单采血小板1\~2个治疗量并增加输入供者单个核细胞的数量），这2例患者均获得供者细胞植入。

###### 供者特异性抗体（DSA）阳性患者基本情况及首次造血干细胞移植结果

  例号   性别   年龄（岁）   原发病                 疾病状态   供受者关系   供者年龄（岁）   HLA位点不合数   供受者血型   干细胞来源   MNC(×10^8^/kg)   CD34^+^细胞(×10^6^/kg)   DSA干预   植入
  ------ ------ ------------ ---------------------- ---------- ------------ ---------------- --------------- ------------ ------------ ---------------- ------------------------ --------- ------
  1      女     46           MDS(RAEB-Ⅱ)            CR         子供母       20               5               A-A          PB           8.0              3.2                      无        否
  2      男     26           MDS(RAEB-Ⅰ)            NR         父供子       53               3               O-O          PB+BM        7.99             7.66                     无        否
  3      女     9            MDS(RCC)               NR         父供子       34               5               B-B          PB+BM        10.04            4.94                     无        是
  4      男     18           SAA                    NR         父供子       45               5               B-B          PB           8                2.48                     无        否
  5      男     28           MDS(RAEB-Ⅱ)            CR         同胞兄弟     26               3               A-A          PB+BM        9.96             7.20                     有        是
  6      男     45           MDS(RAEB-Ⅱ)伴PNH克隆   NR         子供父       24               5               B-B          PB+BM        9.09             7.79                     有        是

注：MDS：骨髓增生异常综合征；RAEB：难治性贫血伴原始细胞增多；RCC：难治性血细胞减少；SAA：重型再生障碍性贫血；CR：完全缓解；NR：未缓解；PB；外周血；BM：骨髓；MNC：单个核细胞

首次移植发生原发性植入失败的3例患者中，例4以支持治疗维持，例1、2进行了二次移植并在二次移植时采用了针对DSA的措施。例1与首次移植的供者（其子）HLA 5个位点不合，并且针对这5个位点均有特异性抗体（4个强阳性，1个弱阳性）。患者未查到HLA相合的无关供者，经比较，患者与其弟弟的HLA位点5/10相合，对其中不合5个位点中的3个呈DSA阳性（1个弱阳性，2个强阳性），故采用患者弟弟作为二次haplo-HSCT的供者。由于该患者DSA既有HLA-Ⅰ类抗体也有HLA-Ⅱ类抗体，而且该患者进行第一次清髓性预处理移植后发生原发性植入失败，血小板计数始终低于20×10^9^/L，同时合并血小板无效输注，故在二次移植中，针对DSA的措施中未包括血浆置换，预处理中以TBI（10 Gy）代替Bu、应用利妥昔单抗375 mg/m^2^ 1次、联合CTX和Ara-C，并在回输供者干细胞之前输入供者单采血小板2个治疗量。例2无其他合适供者，二次移植仍选择其父亲作为供者，由于例2的DSA是针对供者HLA-Ⅰ类抗原的抗体，故在二次移植时，采取了输入供者血小板的措施。例1、2的二次移植均获得供者细胞植入。例2在二次移植后合并严重GVHD并进行抗巨细胞病毒血症的治疗，未能脱离血小板输注，移植后2个月死于严重肺炎，其他5例患者仍在随访中。

3．造血干细胞移植前后患者DSA水平的动态监测：DSA阳性的6例移植患者有4例（例1、2、5、6）监测了移植前后DSA水平的变化。例1、2在二次移植及例5、6在首次移植过程中的DSA水平见[表2](#t02){ref-type="table"}。例1的HLA-Ⅰ和HLA-Ⅱ的DSA均为强阳性，例5的HLA-Ⅰ类DSA呈强阳性，例2、6的HLA-Ⅰ类DSA呈弱阳性。例1、5在回输干细胞前检测DSA水平，针对各位点的DSA水平有不同程度的降低；在回输干细胞后1个月，DSA水平迅速下降，移植后1\~2个月，所有患者DSA检测均为阴性（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 采取针对供者特异性抗体（DSA）措施患者造血干细胞移植前后的DSA水平动态变化及造血重建情况

  例号   DSA位点                               二次移植   DSA干预措施                                            中性粒细胞植入(d)   血小板植入(d)
  ------ ------------------------------------- ---------- ------------------------------------------------------ ------------------- ---------------
  1      HLA-A:1101;HLA-B:5102;HLA-DRB1:0802   是         利妥昔单抗、全身照射、供者血小板输注、静脉丙种球蛋白   +21                 +48
  2      HLA-A:0201                            是         供者血小板输注                                         +18                 /
  5      HLA-A:0201;HLA-B:5201                 否         供者血小板输注                                         +19                 +31
  6      HLA-A:0101                            否         供者血小板输注                                         +21                 +85

  例号   DSA水平(MFI)                                                                                                                                                                            
  ------ ---------------------------------------------------------------- -------------------------------------------------------------- ------------------------------------------------------- -----------------------------------------------------
  1      HLA-A:1101:3192.84;HLA-B:5102:17688.29;HLA-DRB1: 0802:11128.43   HLA-A:1101:432.38;HLA-B:5102:16226.53;HLA-DRB1: 0802:8108.77   HLA-A:1101阴性；HLA-B:5102:3303.41;HLA-DRB1: 0802阴性   HLA-A:1101阴性；HLA-B:5102:588.54;HLA-DRB1:0802阴性
  2      1478.23                                                          ---                                                            阴性                                                    ---
  5      HLA-A:0201:14872.94;HLA-B:5201:2726.34                           HLA-A:0201:11281.45;HLA-B:5201:593.55                          HLA-A:0201:2509.72;HLA-B:5201阴性                       HLA-A:0201阴性；HLA-B:5201阴性
  6      1643.37                                                          ---                                                            阴性                                                    ---

注：MFI：平均荧光强度；/：二次移植后未能脱离血小板输注；---：无数据（例2在移植后2个月死于严重肺炎，其他未测）

讨论 {#s3}
====

Anasetti等[@b13]很早就提出，HLA不全相合骨髓移植中，植入失败与HLA不合的位点有关，体内有抗供者淋巴细胞抗体患者的植入失败率（39%）明显高于无抗体患者（10%）。免疫磁珠液相芯片技术检测PRA/DSA可以精确检测单个HLA位点的特异性抗体，在输入供者干细胞之前进行相应处理，是克服植入失败、提高干细胞移植疗效的重要方法。在本研究中，6例DSA阳性的患者中有4例未采取针对DSA的措施，其中3例发生了原发性植入失败，远远高于DSA阴性组。这3例患者中有2例进行了二次移植，并增加了针对DSA的处理，二次移植均达到了完全的供者造血重建。其后另2例DSA阳性患者在首次移植时即采取相应措施降低DSA水平，故在首次移植即获得了完全供者干细胞植入。

近年来一些研究中心也报道了DSA在allo-HSCT中对植入的影响。Takanashi等[@b14]回顾性分析了386例脐血干细胞移植患者的HLA抗体，DSA阳性患者的植入率（32%）远低于DSA阴性患者（83%）及非特异性DSA阳性患者（73%）；在无关供者移植中，发生植入失败的37例患者中有9例（24%）存在DSA，与之相对应的，顺利植入的78例患者中仅有1例DSA阳性；而且受者体内DSA与较高的植入失败相关，抗体滴度越高植入失败的风险越高[@b8]。Chang等[@b12]观察了342例haplo-HSCT患者，DSA阳性率为11.3%；将所有患者分为DSA阴性组和DSA\<2 000、2000\~\<10 000、≥10 000 MFI 4组，3组DSA阳性患者的原发性植入失败率分别为3.2%、31.6%、60.0%。Yoshihara等[@b10]检测了79例haplo-HSCT患者的PRA，11例检出DSA阳性，这些患者的植入率也低于DSA阴性患者（61.9%对94.4%，*P*=0.026）。Ciurea等[@b6]报道了122例haplo-HSCT患者的DSA检测结果，22例患者为阳性，其中7例患者发生植入失败，植入失败率远高于DSA阴性患者\[32%（7/22）对4%（4/98）\]。另一项研究提示，在28例次haplo-HSCT中，造血重建组与植入失败组在HLA不合位点、KIR不合点数、输入供者干细胞的数量、ABO血型不合、原发病状态差异均无统计学意义，而植入失败组DSA阳性比例明显高于造血重建组[@b15]。本研究中，DSA是影响植入的唯一因素（*P*=0.01），与供受者性别、年龄、HLA相合程度、疾病状态、干细胞来源/数量等因素无关。

在不同的移植类型中，患者DSA水平不同对植入的影响也不同。在移植物去T细胞的haplo-HSCT中，DSA水平即使低于1 500 MFI也会发生很高的植入失败率[@b15]；HLA-A、B、C、DRB1全合的无关供者移植中，针对供者DPB1的DSA水平高于2 500 MFI就可能导致植入失败[@b16]；而脐血干细胞移植中，导致植入失败的DSA水平仅为1 000 MFI[@b14]；在非去T细胞的haplo-HSCT中，DSA一般高于5 000 MFI易出现植入失败[@b10]。在本研究中，由于DSA阳性病例较少，很难推测影响植入的DSA确切数值，但是，DSA阳性/强阳性者仍是植入失败的危险因素，因此应选用DSA阴性供者，如没有DSA阴性的合适供者可替换，为了促进供者干细胞的植入，应采取相应的措施[@b7]。

目前，可选择的降低DSA水平的方法包括加大供者单个核细胞/CD34^+^干细胞的输入量、静脉丙种球蛋白输注、血浆置换、利妥昔单抗、硼替佐米、供者血小板输入等。Yoshihara等[@b10]研究发现，DSA抗体滴度5 000\~10 000 MFI者，可以通过增加供者单个核细胞数来中和患者体内的DSA，减轻DSA对供者干细胞的作用，从而达到植入的目的；血浆置换可以降低受者体内存在的DSA，以促进供者细胞的植入。Costa等[@b17]采用预处理-3、-1 d进行2次血浆置换并输注静脉丙种球蛋白（1 000 mg/kg）的方法，明显降低供者体内针对HLA-DPB1的DSA，使得原发植入失败患者的二次移植获得干细胞植入。Ciurea等[@b15]采用移植前2周进行2次血浆置换，同时联合每周应用1次利妥昔单抗375 mg/m^2^连用2次的方法抑制B细胞产生新的抗体，结果发现4例患者中有2例经过上述处理后DSA明显降低或转为阴性，供者细胞顺利植入，而植入失败的2例患者在供者干细胞输入前的DSA水平仍然较高。由于血浆置换影响预处理药物的作用，所以多在预处理前进行；然而血浆置换的作用维持时间较短，有可能在输入干细胞时，抗体滴度发生反弹[@b10]；因此对于DSA水平较高的患者，仅在预处理前进行血浆置换和利妥昔单抗处理可能不足以预防植入失败。Gergis等[@b18]在血浆置换/静脉丙种球蛋白的基础上，联合应用硼替佐米并监测DSA水平，如果输入干细胞后DSA水平仍高，则继续进行血浆置换从而获得供者细胞的顺利植入。

血小板高表达HLA-Ⅰ类抗原，输入供者干细胞之前输入供者血小板可以中和患者体内的针对供者HLA-Ⅰ的DSA，从而迅速降低DSA水平且不增加发生急性GVHD的风险。Narimatsu等[@b19]最早报道了1例34岁急性白血病的女性患者仅有一个兄弟可作为单倍体相合供者，但是患者存在针对供者不合位点HLA-A2的特异性抗体,因此在-2 d输入供者血小板40 U，获得供者干细胞顺利植入。在Yoshihara等[@b10]的研究中，有2例患者存在HLA-Ⅰ类抗体，仅在-1 d输入供者血小板40 U，均获得供者干细胞植入。Yamashita等[@b20]为了降低患者DSA水平，在预处理中加入利妥昔单抗及静脉丙种球蛋白并在输入供者干细胞前6 h输入与供者HLA配型全相合的供者姐姐的单采血小板，应用利妥昔单抗及静脉丙种球蛋白后，患者的DSA水平只有轻度下降，而输入与供者HLA配型全相合的供者姐姐的单采血小板20 U后，DSA水平迅速降低。输入血小板来降低DSA水平的方法，对患者没有任何不良作用，但需要注意的是，血小板不表达HLA-Ⅱ类抗原，无法消耗针对HLA-Ⅱ的DSA，因此供者血小板输入仅能降低HLA-Ⅰ类DSA。新近有研究者尝试输入第三方淋巴细胞及免疫吸附的方法降低DSA水平[@b21]。

本研究例1患者HLA-Ⅰ、HLA-Ⅱ类DSA均为强阳性，故二次移植的预处理中加入TBI、利妥昔单抗以抑制新生抗体的生成，回输供者干细胞前输注供者血小板及静脉丙种球蛋白来中和已存在的DSA。例2、5、6仅有HLA-Ⅰ类DSA，无HLA-Ⅱ类DSA，故采用输注供者血小板的方法降低DSA。该4例患者移植后1个月DSA降低最明显，因此推测，供者单个核细胞/干细胞也有消耗患者DSA的作用，同时含有TBI的清髓性预处理也可以抑制抗体生成，起到一定的降低DSA作用。由于我们的移植供受者未进行HLA-DP的检测，尚不清楚针对HLA-DP的特异性抗体对植入的影响。有研究提示，由于HLA-DP在细胞表面表达水平较低，因此虽然患者存在高水平抗HLA-DP的DSA，对供者细胞的植入并没有太大影响[@b15]。但是，Spellman等[@b8]在无关供者移植中发现，HLA-DP的特异性抗体仍是植入的影响因素之一。

本研究的DSA阳性病例多为MDS患者，移植前曾多次输血，可能是产生PRA/DSA的原因之一。Ciurea等[@b15]认为多次妊娠妇女和接受多次输血的患者可能是DSA的高发人群。

总之，在选择haplo-HSCT供者时应常规检测PRA/DSA，尽量避免选择DSA阳性供者；如无DSA阴性供者，则应在回输干细胞前采取相应措施，以促进供者干细胞植入。
